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摘要 Sp2/0 是 一 种 生产 单 克隆 抗体 的 常用 细胞 株 。 本 研究 首先 在 批 次 培养 模式 中 对 适合 
Sp2/0 细胞 生长 的 5 种 基础 培养 基 、 摇 床 转 速 、 培 养 温度 、 二 氧化 碳 浓度 、 微 量 元 素 和 
GlutaMAX™ 替换 谷 氛 酰胺 等 影响 因素 进行 了 筛选 研究 。 结 果 显 示 Sp2/0 细胞 在 批 次 培养 中 细 
胞 密度 最 高 值 达 到 13.12x10° cells/mL， 培 养 时 间 为 7 天 。 除 培养 温度 会 导致 不 同 的 细胞 生 
长 密度 和 活 率 、 进 而 影响 培养 时 间 外 ， 其 它 因素 不 能 导致 明显 的 细胞 生长 差异 。 随 后 在 流 加 
培养 模式 下 就 14 种 补 料 组 合 进行 了 筛选 ，Sp2/0 在 流 加 培养 模式 下 细胞 的 峰值 密度 可 达 
20-30x10° cells/mL， 培 养 时 间 9 天 ， 单 克隆 抗体 Mab-A 日 产量 最 高 达到 27. 20 mg/L。 最 后 
应 用 批 次 -反复 流 加 培养 模式 培养 Sp2/0 细胞 ,该 条 件 下 峰值 细胞 数 为 50. 42x10 cells/mL, 
培养 时 间 14 K, 每 天 单 抗 产量 (141. 10 mg/L) 是 流 加 培养 的 5.19 倍 。 这 些 研 究 结 果 为 Sp2/0 
细胞 规模 化 生产 单 克隆 抗体 商定 了 一 定 基 础 。 

关键 字 Sp2/0 缩小 模型 批 次 -反复 流 加 
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何 抑制 Sp2/0 细胞 的 生长 ”， 其 目的 
是 为 各 药物 在 多 发 性 骨髓 瘤 治疗 中 的 
应 用 提供 理论 依据 。 掌 握 Sp2/0 细胞 
大 规模 培养 关键 技术 对 于 国内 生物 于 
药 公司 而 言 非 常 必要 。 一 个 恨 好 的 缩 


Sp2/0-Ag14 细 胞 株 于 上 世纪 70 年 
代 因 特定 抗体 生产 需求 建立 起 来 "。 随 
后 的 几 十 年 中 ， 国 际 制 药 巨头 应 用 
Sp2/0 细胞 生产 出 Cetuximab ( Erbitux®, 
百 时 美 施 贵 宝 ), Basiliximab( Simulect®, 


= 


诺华 ) , Canakinumab CIlaris®, 46), 
Abciximab (Reopro®, Centocor Ortho 
Biotech Inc., 礼 来 ) 等 ”多 种 单 抗 药物 ， 
这 些 单 抗 药物 每 年 创造 了 上 百 亿 美元 
的 利润 。 国 内 生物 大 分 子 药物 在 最 近 
几 十 年 发 展 迅 速 ， 但 多 数 为 仿制 药 。 
Sp2/0 细胞 培养 方法 因为 国际 制药 公 
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另外 一 方面 ， 国 内 有 部 分 关于 Sp2/0 
细胞 的 研究 ， 但 研究 更 多 的 是 针对 如 
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小 (scale-down) 模型 是 大 规模 生产 
运行 的 基础 。 本 文 就 Sp2/0 细胞 缩小 
模型 培养 体系 的 优化 开展 研究 工作 。 


1 材料 与 方法 


1.1 细胞 株 
实验 所 用 为 表达 单 克隆 抗体 -A 
(Mab-A) 的 Sp2/0-Ag14, 购买 于 ATCC®. 
1.2 培养 基 
本 研究 所 用 培养 基 均 为 GE， 
ThermoFisher 等 培养 基 生 产 商 生产 的 


商业 化 培养 基 ， 有 具体 信息 详 见 表 1。 所 
有 基础 培养 基 在 使 用 前 均 将 谷 氨 酰胺 
含量 调整 为 8 mmol/L. 

表 1 培养 基 信 息 表 


Table 1 Medium information 


Medium code Vendor Category 
A,B ThermoFisher Basal medium 
C,D,E GE 
F,G ThermoFisher Feed medium 
H, I, J, K GE 
L Merck 
M Kerry 
N, 0 Lon: 
P,Q Kerry Hydrolysate 
R Merck Additive 
Dexamethasone Merck 
GlutaMAX™ ThermoFisher 
1.3 培养 方法 


从 液 氮 缸 中 取出 冻 存 的 种 子 细胞 ， 
37C 水 浴 锅 中 进行 及 化 ， 离 心 去 上 清 
(200 g，5 min) ， 使 用 新 鲜 的 培养 基 A 
进行 细胞 重 悬 ， 以 0. 3x10" cells/mL 
的 密度 接种 于 250mL MHA, EF 
培养 箱 内 培养 。 培养 箱 条 件 为 转速 125 
rpm，6% 的 C0,;，36. 5 及 80% 的 湿度 。 
每 隔 48h， 种 子 细胞 悬 液 以 0.3x10 
cells/mL 的 接种 密度 ， 使 用 新 鲜 培 养 
基 A 进行 稀释 传代 。 

摇 瓶 内 的 批 次 培养 实验 : 取 处 于 对 
数 生 长 期 的 种 子 细胞 悬 液 , 以 0. 3x 10° 
cells/mL 的 密度 接种 于 125mL 的 摇 瓶 
内 , 添加 实验 所 用 新 鲜 培 养 基 ( 见 表 2), 
工作 体积 为 30mL, 置 于 培养 箱 内 培养 。 

控制 组 SF1-8 培养 箱 条 件 为 转速 
125 rpm，6% 的 C0,，36. 5'C 及 80% 的 湿 
度 。 控 制 组 每 个 条 件 独立 重复 两 次 。 
实验 组 SF9-20 的 培养 条 件 除 转速 、C0。 


和 培养 温度 依次 同 控制 组 不 相同 外 ， 
其 它 培养 参数 同 控制 组 相同 ， 实 验 组 
SF21、22 在 基础 培养 基 中 添加 0.2 
mL/L 浓度 的 微量 元 素 ; 实验 组 SF23-26 
将 每 天 添加 的 谷 所 酰胺 蔡 换 成 
GlutaMAX"; 条 件 设计 详情 见 表 2。 所 
有 条 件 每 隔 24h 取样 计数 ， 测 生化 。 
谷 氨 酰胺 或 GlutaMAX" 低 于 8 mmol/L 
补 到 8 mmol/L， 和 葡萄 糖 低 于 3 g/L 补 
到 5 g/L。 待 细胞 活性 降 至 50% 以 下 时 ， 
结束 批 培养 。 

摇 瓶 内 的 流 加 培养 实验 : 取 处 于 对 
BUEN A AMR, 以 0. 3 10° 
cells/mL 的 密度 接种 于 125mL 的 摇 瓶 
内 , 添加 新 鲜 培 养 基 D， 工 作 体 积 大 
30mL， 置 于 培养 箱 内 培养 。 

培养 箱 条 件 为 转速 125 rpm，6% 的 
C0,，80% 的 湿度。 实验 组 SF27-39 依次 
按 第 3、7 天 流 加 1. 5mL， 第 4、6 天 流 
加 2. 5mL, 第 5 天 流 加 3mL 的 策略 对 各 
种 流 加 培养 基 进 行 添加 ; 培养 温度 为 
35'C。 实 验 组 SF40 依次 按 第 2、6 天 
流 加 1.5mL， 第 3、5 天 流 加 2. 5mL， 
第 4 天 流 加 3mL 的 策略 对 流 加 培养 基 
进行 添加 ; 起 始 培 养 温 度 为 36. 5°C， 
第 4 天 降温 至 33C 。 条 件 设 计 详 情 见 
K 3。 所 有 条 件 每 隔 24h 取样 计数 ， 测 
生化 。 谷 所 酰胺 低 于 8 mmol/L 补 到 8 
mmol/L, 葡萄 糖 低 于 3 g/L 补 到 5 g/L. 
待 细胞 活性 降 至 50% 以 下 时 , 结束 批 培 
养 。 


R2 批 次 培养 条 件 


Table2 Conditions for batch culture 


Culture No. Medium Code Condition 


SF1, 5 A+C (50%+50%) Control 
SF2, 6 
SF3, 7 B 
SF4, 8 

SF9 A+C (50%+50%) 160 RPM 
SF10 

SF11 B 

SF 

SF13 A+C (50%+50%) 10% CO, 
SF14 

SF15 B 

SF16 

SF17 A+C (50%+50%) 33°C 
SF19 

SF18 A+C (50%+50%) 35°C 
SF20 

SF21 A+C (50%+50%) Trace element 
SF22 

SF23 A+C (50%+50%) GlutaMAX™ 
SF24 

SF25 B 

SF26 


取 处 于 对 数 生长 期 的 种 子 细胞 甚 液 ， 
以 0.3X10° cells/mL 的 密度 接种 于 
50mL 的 TTP A, 添加 新 鲜 培养 基 D， 工 

作 体 积 为 20mL， 置 于 培养 箱 内 培养 。 
培养 箱 条 件 为 转速 225 rpm，6% 的 
C0.，80% 的 湿度 ; 起 始 培养 温度 为 
36.5， 在 活 细胞 数 达 到 10x10" 
cells/mL 时 降温 至 33C 。 控 制 组 ST1 
和 实验 组 ST2、3 均 按 以 下 策略 每 天 离 
ty (200 g, 5 min) 换 液 : 第 2 天 更 
换 新 鲜 培 养 基 和 工作 体积 的 体积 比 
( fresh 
volume per day, VVD) 为 0.5 的 新 鲜 
培养 基 D; 第 3 天 0.8VVD 的 新 鲜 培养 
JED; 第 4 天 起 0. 8 VVD 的 混合 培养 基 
(D:J:L= 88.2:9.8:2.0)。 实验 组 ST2 


medium volume/working 


从 第 4 天 起 每 天 添加 0.5 u mol/L 的 
地 塞 米 松 ，ST3 从 第 4 天 起 每 天 添加 
0.1 nmol/L 的 地 塞 米 松 。 所 有 条 件 每 
隔 24h 取样 计数 ， 测 生化 。 谷 所 酰胺 
低 于 8 mmol/L 补 到 8 mmol/L, jÆ Ma 
低 于 3 g/L 补 到 5 g/L。 待 细胞 活性 降 
至 50% 以 下 时 ， 结 束 批 培养 。 
RI 流 加 培养 条 件 


Table3 Conditions for fed-batch culture 


Culture No. Medium Code Conditon 


摇 管 内 的 批 次 -反复 流 加 培养 实验 : 


SF27 99% F + 1% L Feed medium screen 
SF28 99% G + 1% L 

SF29 49.5% F + 49.5% G + 1% L 

SF30 99% H + 1% L 

SF31 49.5% H + 49.5% I + 1% L 

SF32 99% J + 1% L 

SF33 80% J + 1% L + 19% water 

SF34 99% K + 1% L 

SF35 99% J (with 15 g/L P) + 1% 工 

SF36 99% J (with 15 g/L Q) + 1% L 

SF37 99% N + 1% L 

SF38 99% M + 1% L 

SF39 99% O + 1% L 

SF40 99% J + 1% L 36.5°C shift to 


33°C on day 4 


1.4 分 析 方 法 
1.4.1 细胞 计数 使 用 细胞 计数 仪 
(Vi-CELL XR, Beckman Coulter) jill 
量 细胞 密度 ， 细 胞 活 率 和 细胞 直径 ， 
其 计数 原理 为 台 盼 蓝 染色 法 。 
14.2 ”生化 及 抗体 浓度 的 检测 使 用 
Cedex (Cedex Bio HT, Roche) 测量 葡 
萄 糖 ， 谷 氮 酰 胺 和 GlutaMAX"， 其 原理 
为 分 光 光 度 法 ; 同时 ，Mab-A 浓度 也 是 
由 Cedex 测 得 ， 其 原理 为 比 浊 法 。 


2 结果 和 讨论 


2.1 不 同 培养 条 件 、 微量 元 素 和 GlutaMAX 

在 批 次 培养 中 对 Sp2/0 细胞 生长 的 影响 

控制 组 使 用 了 5 种 不 同 的 培养 基 
或 培养 基 组 合 进行 了 实验 。 由 图 1 可 
以 看 出 ， 每 个 条 件 的 独立 重复 结果 非 
第 一 致 ， 因 此 后 续 实 验 不 再 设立 重复 。 
宗 制 组 中 ， 培 养 基 D、E 可 以 达到 最 高 
的 峰值 细胞 ， 其 浓度 为 13.12x10 
cells/mL， 培 养 天 数 为 7 天。 使 用 更 
高 摇 床 转速 的 实验 组 SF9-SF12 结果 如 
表 4 所 示 ， 其 峰值 细胞 数 (12. 69x 10° 
cells/mL) 和 培养 天 数 (7 天 ) 同 控制 
组 相 比 并 没有 显著 性 差异 。 同 样 ， 使 
用 10% 的 二 氧化 矶 的 实验 组 SF13-SF16， 
并 没有 比 控制 组 使 用 6% 的 二 氧化 碳 获 
得 更 高 的 峰值 细胞 数 和 更 长 的 培养 天 
数 ， 其 中 ， 使 用 基础 培养 基 E 的 SF16 
其 峰值 细胞 数 反 而 下 降 为 9. 90x10" 
cells/mL。 温 度 对 Sp2/0 细胞 生长 和 
活 率 的 影响 见 图 2。 由 图 上 可 以 看 出 ， 
Sp2/0 细胞 在 培养 基 E 中 ,其 在 36. 5"C ， 
35°C, 33'C 下 的 峰值 细胞 分 别 为 12. 32, 
11.03 和 8. 09x10 cells/mL, 而 相应 
的 培养 天 数 为 7 天 , 8 天 和 9 天 ， 即 培 
养 温度 越 高 ， 其 峰值 细胞 数 越 高 ， 但 
培养 天 数 越 短 。 同 样 的 结果 在 培养 基 
A+C(50%+50%) 也 观察 到 了 。 添 加 微量 
元 素 的 实验 条 件 SF21、22 结果 如 表 4 


浓度 和 二 氧化 碳 浓度 ， 在 批 次 培养 模 
式 下 ， 当 摇 床 转速 从 125 rpm 提高 到 
160 rpm， 二 氧化 碳 浓度 从 6% 提 高 到 
10% 时 , Sp2/0 细胞 并 没有 生长 得 更 高 ， 
活 率 下 降 也 并 没有 更 缓慢 ， 说 明之 前 
的 培养 条 件 已 不 是 限制 Sp2/0 细胞 生 
长 的 限制 性 条 件 。 更 低 的 培养 温度 往 
往 可 以 获得 更 好 的 细胞 活 率 ， 进 而 获 
得 更 长 的 细胞 培养 周期 。 本 实验 中 ， 
Sp2/0 也 随 3 个 不 同 的 培养 温度 呈现 了 
3 个 不 同 的 培养 周期 , 但 更 低 的 培养 温 
度 同 时 也 导致 了 更 低 的 细胞 密度 。 为 
了 平衡 细胞 密度 和 培养 周期 ， 下 一 个 
实验 将 在 35'C 培 养 条 件 下 进行 。 有 文 
献 报道 ， 锌 、 胰 岛 素 "、 胆 固 醇 “、 磷 
“对 杂交 瘤 细 胞 生长 起 关键 作用 , 但 如 
表 4 所 示 ， 在 本 文 研究 范围 内 ， 这 些 
添加 剂 并 未 促进 细胞 生长 或 延长 细胞 
培养 周期 。 同 样 ， 谷 所 酰胺 是 Sp2/0 
生长 的 关键 氨基 酸 ， 但 由 消耗 谷 氮 栈 
胺 所 累积 的 氨 却 会 在 一 定 浓度 下 抑制 
细胞 生长 ;GlutaMAX" 是 L- 谷 氨 酰 胺 和 
L- 丙 氮 酸 的 二 肽 化 合 物 ， 而 细胞 可 逐 
渐 释 放 氨 肽 酶 ， 水 解 二 肽 ， 因 此 L-A 
氨 酰 胺 和 L- 丙 氨 酸 可 缓慢 释放 至 培养 
基 中 。 原 设计 是 希望 谷 氨 酰 胺 的 理论 
缓 释 迫 使 Sp2/0 利用 葡萄 糖 作为 碳 源 
和 能 源 ， 进 而 最 少 地 累积 氨 。 但 结果 


所 示 ， 其 峰值 细胞 数 和 培养 天 数 与 控 
制 组 SF1、4 相 比 均 未 有 显著 性 差异 。 
同样 ,以 GlutaMAX" 蔡 换 谷 氨 酰 胺 的 实 
验 组 其 结果 与 控制 组 相 比 也 未 有 显著 
性 差异 。 

动物 细胞 生长 均 需 要 合适 的 溶 氧 


表明 ， 实 验 组 SF23-26 HAW BRS 
同 控制 组 相 比 小 于 等 于 1 mmol/L Ca 
据 并 未 展示 )。 其 可 能 的 原因 是 : Sp2/0 
对 于 谷 氨 酰胺 的 需求 较为 强烈 ， 而 
GlutaMAX 并 未 达到 组 释 谷 氨 酰 腕 的 
作用 。 


批 次 培养 模型 下 进行 的 基础 培养 
基 筛 选 ， 培 养 基 D、E 获得 了 比 其 它 条 
件 更 高 的 细胞 密度 和 更 长 的 培养 周期 。 
但 13.12X10° cells/mL 的 峰值 细胞 数 
和 7 天 的 培养 天 数 对 于 单 抗 工业 化 生 


VCC (10% cells/mL) 


Culture time (day) 
(a) 


Viability (%) 


产 来 说 太 低 ， 批 次 培养 模型 不 能 成 为 
Sp2/0 细胞 生长 的 最 适 缩小 模型 。 因 此 
实验 下 一 步 进行 流 加 培养 ， 考 察 流 加 
培养 能 否 成 为 单 克隆 抗体 Mab-A 生产 
细胞 Sp2/0 的 最 适 培养 模型 。 


3 4 5 
Culture time (day) 
b) 


1 Sp2/0 在 不 同 基础 培养 基 中 的 生长 及 活 率 曲线 
Fig. 1 Cell growth (a) and viability (b) in various basal media 
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2 温度 对 Sp2/0 细胞 生长 和 活 率 的 影响 
Fig. 2 Cell growth (a) and viability (b) under different culture temperatures 


2.2 不 同 流 加 培养 基 在 流 加 培养 中 对 
Sp2/0 细胞 生长 、 单 克隆 抗体 Mab-A 表 
达 的 影响 
14 种 补 料 组 合 的 筛选 结果 见 表 5。 

补 料 的 添加 大 幅 提 高 了 细胞 密度 ， 与 

批 次 实验 的 SF2、6 相 比 ， 增 幅 最 大 的 

条 件 SF35 增加 了 183%, 为 37. 08X10° 

cells/mL; 培养 天 数 并 没有 因为 补 料 


数 为 9 天 (SF35)。SF40 所 用 补 料 同 
SF32 相同 ， 两 者 培养 条 件 差异 为 培养 
昌 度 。SF40 细胞 峰值 比 SF32 仅 低 了 
2.74X10° cells/mL, SF40 培养 天 数 比 
SF32 也 仅 多 了 一 天 , 但 SF40 单 抗 产 量 
却 是 SF32 的 1.57 倍 , 单 细胞 产量 (gq ,) 
是 SF32 的 1.26 倍 。 拥 有 最 高 峰值 细 
胞 数 和 最 长 培养 天 数 的 SF35 其 单 抗 产 


wee 


的 添加 产生 显著 性 差别 ， 最 长 培养 天 


量 和 单 细 胞 产量 均 显 著 性 低 于 条 件 


SF40。 其 它 补 料 组 合 其 单 抗 产量 和 /或 
单 细胞 产量 也 显著 性 低 于 条 件 SF40。 

批 次 培养 虽然 简单 且 节 约 成 本 , 但 
没 能 获得 较 高 的 细胞 密度 ， 且 培养 天 
数 也 较 短 ， 不 能 很 好 地 成 为 一 个 缩小 
模型 。 流 加 培养 虽然 略 复杂 ， 但 可 以 


多 次 提供 营养 成 分 ， 现 已 发 展 成 为 最 
常见 的 单 抗 商业 化 生产 细胞 培养 模型 。 
在 市 面 上 ， 有 部 分 培养 基 生 产 商 如 
Corning® 等 会 专门 为 杂交 瘤 细 胞 生长 
设计 相应 的 基础 培养 基 ” ， 也 有 公司 


表 4 批 次 培养 条 件 〈 摇 床 转速 、C0: 浓 度 、 微 量 元 素 、GlutaMAX 运用 ) 对 Sp2/0 细胞 生长 影响 


Table 4 Influence of shaking speed, CO», trace element and GlutaMAX™ on cells’ performance 


SF9 SF10 SF11 SF12 SF13 SF14 


SF15 SF16 SF21 SF22 SF23 SF24 SF25 SF26 


Peak VCC (10° 


= 


cells/mL) 
Culture duration 


(days) 


<81 12. 44 3.56 12. 69 8. 50 12. 39 


4. 02 9. 90 6. 71 12. 45 8.77 13. 44 3. 46 12. 85 


或 学 者 就 补 料 培养 基 进 行 了 研究 ， 其 


蛋白 217. 59 mg/L 的 产量 对 于 药物 剂 


中 包括 化 学 限定 培养 基 "和 植物 蛋白 
水 解 物 "等 。 本 研究 就 将 市 面 上 的 12 
种 补 料 培养 基 进 行 表 3 中 的 组 合 后 ， 
进行 Sp2/0 细胞 培养 。 同 时 有 文献 报 
道 ， 先 利用 较 高 的 温度 生长 细胞 ， 然 
后 降温 培养 ， 将 达到 高 产 蛋 白 的 目的 


量 本 来 就 较 大 的 单 抗 来 说 ， 依 然 有 较 
大 提升 空间 。 而 流 加 培养 一 方面 不 能 
持续 地 提供 营养 ， 田 外 一 方面 也 不 能 
及 时 地 排出 代谢 副 产 物 ， 这 可 能 是 造 
成 Sp2/0 细胞 培养 周期 不 长 、 和 蛋白 产 
率 较 低 的 原因 。 因 此 ， 实 验 第 三 部 分 


一。 结合 批 次 实验 中 更 高 的 培养 温度 
获得 了 更 高 的 细胞 密度 ， 更 低 的 温度 
获得 了 更 长 的 培养 周期 ， 实 验 SF40 即 
使 用 了 同 SF32 相同 的 流 加 培养 基 ， 但 
不 同 的 培养 温度 的 策略 。 结 果 表 明 ， 
先 利 用 较 高 的 温度 生长 细胞 ， 然 后 降 
温 培 养 以 达到 高 产 和 蛋白 的 方式 对 
Sp2/0 细胞 同样 适用 。 

由 于 本 实验 是 研究 Mab-A 生产 细 
胞 Sp2/0 的 最 适 缩 小 培养 模型 ， 所 以 
评价 更 多 的 是 基于 细胞 生长 ， 培 养 周 
期 和 蛋白 产量 。 由 于 条 件 SF40 拥有 最 
高 的 单 细胞 产量 ， 因 此 后 续 实验 将 以 
该 条 件 为 基础 展开 。 而 培养 周期 8 天 ， 


将 采用 第 三 种 培养 模型 ， 批 次 -反复 流 
加 培养 来 进行 研究 。 
2.3 批 次 -反复 流 加 培养 对 Sp2/0 细胞 生长 、 

蛋白 表达 的 影响 

批 次 -反复 流 加 培养 实验 结果 如 表 
6 Pras, 控制 组 STl 其 细胞 数 为 流 加 培 
养 条 件 SF40 的 2. 46 倍 ， 为 批 次 培养 
条 件 的 3. 84 倍 ; ST1 平均 每 天 和 蛋白 产 
量 (141. 10 mg/L) 是 流 加 培养 (SF40， 
27.20 mg/L) 的 5. 19 倍 。 添 加 地 塞 米 
松 为 0.1 u mol/L 的 ST3 其 平均 每 天 
蛋白 产量 高 出 控制 组 CST1) 15%; 当 
地 塞 米松 添加 量 为 每 天 0.5 hmol/L 
IN, Sp2/0 细胞 受到 了 一 定 程度 的 影响 ， 


峰值 细胞 数 、 平 均 每 天 蛋 
细胞 产量 均 低 于 控制 组 。 
表 5 Sp2/0 在 不 同 补 料 培 养 基 中 的 表现 


产量 和 单 


TableS Cells’ performance in various feed media 


2.59X10° cells/mL， 提 升平 均 每 天 和 蛋 
白 产 量 15%, 培养 天 数 相对 于 控制 组 并 
没有 提高 而 与 此 同时 ， 更 换 模型 提 
升 细胞 数 为 2. 46 倍 ， 提 升平 均 每 天 和 蛋 


Culture Peak VCC (10° Culture Titer qu (pg/cell/day) 
No. cells/mL) duration (mg/L) 
(days) 

SF27 25. 65 ye 73.73 0.99 
SF28 27. 56 7 35. 40 0. 46 
SF29 26. 57 7 46. 93 0. 63 
SF30 20. 58 7 39. 69 0. 68 
SF31 21.49 了 41. 39 0. 74 
SF32 23. 26 7 138. 58 .97 
SF33 20. 48 8 99. 14 . 28 
SF34 22. 96 6 41.74 0. 87 
SF35 37. 08 9 165. 92 -23 
SF36 20. 29 8 157. 20 .83 
SF37 25. 63 6 42. 94 0. 83 
SF38 22. 57 6 47.85 . 02 
SF39 22.91 6 56. 72 .13 
SF40 20. 52 8 217. 59 2.48 


白 产量 5. 19 倍 。 这 说 明 ，ST1-3 较 高 
的 蛋白 产量 更 多 的 是 因为 培养 模型 的 
改变 ,而 ST1-3 其 培养 天 数 均 为 14 天 ， 
说 明 地 塞 米松 维持 活 率 、 延 长 培养 的 
效果 并 没有 体现 出 来 。 

表 6 Sp2/0 在 批 次 -反复 流 加 培养 中 的 表现 


Table6 Cells’ performance in batch re-feed mode 


Culture Peak VCC Culture Titer won (pg/cell/day) 
No. (10° duration (mg/L)? 
cells/mL) (days) 
STL 50. 42 14 141. 10 2.98 
ST2 42. 23 14 115. 38 2.77 
ST3 53. 01 14 162. 56 3.19 


灌流 培养 “可 以 持续 地 提供 营养 
的 同时 及 时 地 排出 代谢 副 产 物 , 但 如 
果 研 究 直 接 在 反应 器 上 进行 ， 相 应 的 
MA Be Rm. JHE, 
Villiger-Oberbek 等 “利用 摇 管 建立 
了 一 个 模拟 反应 器 灌流 培养 的 平台 ， 
并 声称 该 平台 可 以 很 好 地 用 于 克隆 挑 
选 和 培养 基 筛 选 。 因 此 ， 本 研究 尝试 
将 该 模式 应 用 于 Sp2/0 细胞 。 另 外 ， 
Zhao 等 “发 现 地 塞 米松 有 保护 细胞 免 
于 凋 亡 的 作用 。 而 摇 瓶 剪 切 力 小 ， 造 
成 细胞 坏死 的 可 能 性 小 , Sp2/0 细胞 活 
率 在 培养 后 期 迅速 下 降 很 有 可 能 是 因 
为 细胞 发 生 了 凋 亡 。 为 此 ， 本 研究 也 
添加 了 地 塞 米 松 ， 以 观察 Sp2/0 细胞 
表现 。 结 果 表 明 ， 地 塞 米 松 在 添加 量 
为 每 天 0.1 bh mol/L 时 提升 细胞 数 


在 批 次 -反复 流 加 培养 模型 下 ， 细 
胞 数 在 50X10° cells/mL 左右 ， 培 养 
天 数 为 14 天 , 单 克隆 抗体 产量 在 1 g/L 
左右 ， 这 样 的 缩小 培养 模型 对 于 前 期 
进行 Sp2/0 AAS FRAG II, FEE TT 
选 ， 甚 至 部 分 培养 工艺 条 件 筛选 都 是 
适合 的 。 昌 然 Sp2/0 细胞 有 一 些 特异 
性 ， 例 如 它 更 多 的 利用 谷 氮 酰 胺 作为 
碳 源 ， 但 在 其 它 动物 细胞 培养 实验 下 
得 到 的 经 验 和 结论 依旧 可 以 在 此 细胞 
上 部 分 地 得 到 验证 或 重 现 。 


3 结论 与 展望 


生物 制品 从 制备 之 初 起 就 因为 其 
特异 性 强 、 疗 效 显著 、 毒 性 低 等 巨大 
的 经 济 价值 而 被 药物 市 场所 关注 。 而 
想 要 将 一 个 药物 顺利 地 送 入 临床 及 市 


场 ， 一 个 良好 的 工艺 研究 平台 必 不 可 
少 。 本 文 就 Sp2/0 细胞 生长 和 蛋白 表 
达 进 行 了 批 次 培养 和 流 加 培养 对 比 ， 
发 现 Sp2/0 在 培养 后 期 其 活 率 下 降 迅 
速 , 每 天 下 降 超过 10%， 且 蛋白 产量 较 
低 。 为 了 在 工艺 开发 早期 有 一 个 良好 
的 平台 可 以 进行 克隆 挑选 和 培养 基 铀 
选 ， 批 次 - 流 加 培养 模型 因为 其 每 天 更 
换 新 鲜 培 养 基 、 每 天 将 代谢 副 产 物 排 
出 体系 而 比 流 加 培养 和 批 次 培养 更 适 
合 于 Sp2/0 细胞 。 但 这 个 缩小 模型 其 
每 天 最 高 只 能 更 换 1 VVD 的 新 鲜 培 养 
基 ， 且 每 天 只 能 进行 一 次 代谢 副 产 物 
的 排出 ， 这 与 反应 器 上 的 连续 培养 基 
更 换 "" "还 是 很 不 一 样 的 , 因此 该 模型 
针对 Sp2/0 细胞 培养 的 放大 可 行 性 还 
有 待考 察 。 另 外 ， 虽 然 本 文 就 一 些 培 
养 条 件 、 微 量 元 素 等 进行 了 研究 ， 但 
决定 细胞 健康 生长 的 因素 非常 多 ， 如 
Sse. pH’, DOME, cee ny Dh 
在 以 后 的 研究 中 测试 Sp2/0 细胞 对 其 
的 有 反应。 还 有 更 多 的 添加 剂 ， 有 的 报 
导 可 以 提高 蛋白 表达 ， 如 氢化 锂 、 
RER, AER", WEER S, 
有 的 报导 可 以 更 好 地 维持 细胞 活 率 ， 
如 氧化 可 的 松 ” ,白介素 6， 以 及 部 
分 氨基 酸 ， 这 些 研究 都 将 对 Sp2/0 
抗体 生产 工业 化 产生 重要 的 意义 。 
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Study on the Optimal Scale-down Model for Cell Growth and Mab-A 
Production of Sp2/0 Cells 
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Abstract Five different kinds of basal media were screened in batch mode to find out the 
optimal basal medium for cell growth of Sp2/0. The peak viable cell density in batch mode was 
13.12x10 cells/mL, and the culture duration was 7 days. Various cell culture conditions including 
different shaking speeds, concentraions of carbon dioxide, glutamine replaced by GlutaMAX™, 
addition of trace element and different culture temperatures were studied in batch mode as well. 
Few different cell growthes were found with these conditions except for culture temperatures, 
which leaded to differnet peak vialble cell concentrations, different viabilites and then different 
culture durations. Fourteen kinds of combinations of feed media were screened in fed-batch mode. 
The peak viable cell densities were up to 30x10° cells/mL, the culture duration were around 9 
days, and the highest dialy Mab-A production was 27.20 mg/L. Batch re-feed mode was used in 
the third part of the study. The peak viable cell density was 50.42x10° cells/mL, the culture 
duration was 14 days, and the highest dialy Mab-A production (141.10 mg/L) was 5.19 fold great 
than in fed-batch mode. These studies suggest batch re-feed mode is the optimal scale-down mode 
for cell growth and Mab-A production of Sp2/0 cells. 


Key words Sp2/0 Scale-down mode Batch re-feed 


